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A(spec) sev Bacillus subtilis, ki je odporen proti antibiotiku spektinomicinu 
A+B kokultivacija seva A in B 
amp ampicilin 
B(cat) sev Bacillus subtilis, ki je odporen proti antibiotiku kloramfenikolu 
B. subtilis bakterija Bacillus subtilis 
bp bazni par 
cat kloramfenikol 
CFU kolonijska enota (angl. colony forming unit) 
ComX zunajcelični signalni peptid bakterije Bacillus subtilis 
cotA gen, ki kodira lakazo plašča spore 
CSF kompetenčni in sporulacijski faktor bakterije Bacillus subtilis 
dH2O destilirana voda 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
DNAza encim, ki depolimerizira DNA 
dsDNA dvoverižna DNA (angl. double stranded DNA) 
eDNA  zunajcelična DNA 
FU  fluorescentne enote (angl. fluorescent units) 
GFP  zelen fluorescentni protein (angl. green fluorescent protein) 
Gojišče CM kompetenčno gojišče 
Gojišče LB gojišče Luria-Bertani 
Gojišče MSgg minimalno gojišče z morfolinpropan sulfonsko kislino, glicerolom in 
glutamatom 
kan kanamicin 
obr./min obrati na minuto 
OD650 optična gostota pri valovni dolžini 650 nm 
pX ur p- vrednost po X urah inkubacije 
RFP  rdeči fluorescentni protein (angl. red fluorescent protein) 
skf gen, ki kodira sporulacijski faktor (angl. sporulation killing factor) 
spec spektinomicin 
t čas inkubacije 
U enota (angl. units) - količina encima, ki katalizira pretvorbo 1µmol substrata 
na minuto 
wt divji tip 
XYhB  delež kompetentnih celic po Y urah v biofilmu 
XYhPk  delež kompetentnih celic po Y urah v planktonski kulturi 
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Po Gramu pozitivna bakterija B. subtilis je modelni sistem za študije razvoja biofilmov 
(Branda in sod., 2001). Biofilm je visoko organizirana kompaktna struktura, katere razvoj 
je posledica medcelične komunikacije in celične specializacije v različne subpopulacije, ki 
so genetsko enake vendar fenotipsko različne (Lopez in sod., 2009). Poleg tega so nekatere 
bakterijske vrste tudi sposobne razviti naravno kompetenco za sprejem DNA iz okolja. Te 
bakterije lahko s pomočjo naravne transformacije in homologne rekombinacije sprejemejo 
DNA iz okolja, kar lahko pripelje do razvoja odpornosti proti več antibiotikom (Bae in 
sod., 2014). Bakterija Bacillus subtilis je ob povišani celični gostoti sposobna razviti 
genetsko kompetenco – sposobnost prevzema eksogene DNA (Lazazzera in Grossman,  
1998). Kompetenca se pogosto razvije kot globalni odziv na pomanjkanje hranil ob vstopu 
bakterijske populacije v stacionarno fazo, pri čemer bakterije kolektivno izločajo signale za 
kompetenco (Yang in sod., 2010), molekule, ki spodbujajo izražanje poznih kompetenčnih 
genov, ki so pomembni za vezavo, procesiranje, prevzem DNA (Dubnau, 1991) ter 
vgradnjo le-tega v svoj genom, s čimer si lahko omogoči preživetje v novem, 
neoptimalnem okolju. Sprejem DNA preko naravne transformacije ter izmenjava DNA so 
preučevali predvsem v tekoči (planktonski) kulturi, medtem ko se bakterije v naravi 
večinoma nahajajo v biofilmu. Zato potrebujemo boljši vpogled v razvoj kompetence in 
genske izmenjave v biofilmih v primerjavi planktonsko kulturo.  
 
Cilji magistrske naloge so bili: 
 Kvantitativno ovrednotiti razvoj genetske kompetence (izražanje genov com) tekom 
rasti bakterije Bacillus subtilis 
 Preučiti nivo izmenjave DNA v planktonski kulturi in v plavajočem biofilmu 
 Določiti, v katerih časovnih točkah od začetka inkubacije pride do razvoja 
kompetence in izmenjave DNA v kokulturah dveh sevov 
 Določiti ali se dinamika in učinkovitost izmenjave DNA razlikujeta v biofilmu ter 
planktonski kulturi 
 
Predpostavili smo naslednji hipotezi: 
 Koncentracija kompetenčnih dejavnikov (signalov) v biofilmu je zaradi visoke 
celične gostote na določenih področjih v biofilmu lokalno povišana do 
koncentracijskega praga za indukcijo kompetence. Na osnovi te predpostavke smo 
sklepali, da bo do razvoja kompetence in izmenjave DNA prišlo prej v biofilmu kot 
v planktonski kulturi.  
 V primerjavi s kulturo v tekočem gojišču, so bakterije v biofilmu tesno skupaj, kar 
jim omogoča boljšo izmenjavo kompetenčnih dejavnikov, zato predpostavljamo, da 
je izmenjava DNA učinkovitejša v biofilmu, kot v planktonski kulturi. 
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2 
2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJA Bacillus subtilis 
 
Po Gramu pozitivno, gibljivo in fakultativno aerobno bakterijo Bacillus subtilis najdemo v 
vodi, tleh, na rastlinskih koreninah ali v črevesju (Mandic-Mulec in sod., 2015). Znotraj 
populacije celic bakterije B. subtilis najdemo genotipsko enake celice z različnim 
fenotipom (celice, ki tvorijo biofilm, sporulirajoče celice, kompetentne celice, gibljive 
celice, kanibale ipd.) (Lopez in sod., 2009). Zaradi enostavne manipulacije s klasičnimi 
tehnikami in molekularno biološkimi tehnikami je ta bakterija zelo raziskana, njene 
razvojne poti so dobro okarakterizirane in razumljene (Vlamakis in sod., 2008); je 
sposobna tvoriti biofilm na trdnem gojišču in na interfazi voda-zrak t. i. pelikle (Branda in 
sod., 2001). Biofilm tvori tudi na površini korenin, kjer prepreči naselitev rastlinskega 
patogena bakterije, P. syringae (Bais in sod., 2004). Bakterija B. subtilis služi kot modelni 
organizem za študijo molekularnih mehanizmov, ki vodijo v nastanek biofilmov (Vlamakis 
in sod., 2013). Je tudi naravno kompetentna bakterija, kar je osnova za horizontalne 
prenose genov znotraj biofilma (Spoering in Gilmore, 2006). Naravna kompetenca sevov 
vrste B. subtilis omogoča hitre in enostavne genetske manipulacije pri bazičnih raziskavah 
ter tudi v industrijskih aplikacijah. 
 
2.1.1 Diferenciacija v različne subpopulacije znotraj populacije bakterije Bacillus 
subtilis 
 
Bakterija B. subtilis uravnava odziv na povišano celično gostoto s pomočjo različnih 
sistemov za zaznavanje kvoruma oziroma poimenovanih tudi »quorum sensing« sistemi. Ti 
vplivajo na glavne regulatorne poti, ki zahtevajo adaptacije na povišano celično gostoto. 
Ekstracelularni signali aktivirajo gene za kinaze, ki odgovorijo s fosforilacijo glavnih 
regulatornih proteinov Spo0A, DegU in ComA. Vsak fosforiliran regulator Spo0A~P, 
DegU~P in ComA~P, sproži specifičen diferenciacijski proces, ter hkrati repriprimira 
druge (Slika 1). Izoblikujejo se lahko subpopulacije celic, ki izdelujejo flagele in so 
mobilne; tiste, ki sintetizirajo ekstracelularen matriks potreben za razvoj biofilma; celice, 
ki izločajo peptidne toksine (t. i. kanibali); celice, ki so sposobne kompetence; celice, ki 
sporulirajo (Lopez in sod., 2009). Signala, ki sta ključna za razvoj subpopulacije 
kompetentnih celic sta peptid ComX in pentapeptid CSF (Grossman, 1995). Diferenciacija 
v subpopulacije je rezultat različnega izražanja seta genov. Posledično genetsko enake 
celice, ki se nahajajo v istem okolju, lahko izražajo različne fenotipske karakteristike. Ta 
variabilnost je tudi povezana s stohastičnostjo izražanja genov, ki je eden od mehanizmov, 
ki vpliva na heterogenost izražanja genov v različnih celicah. Diferenciacija v 
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subpopulacije pri sevih bakterije B. subtilis je zelo ohranjen proces, kar nakazuje na to, da 
diferenciacija izboljšuje fitnes populacije (Lopez in Kolter, 2010).  
 
 
Slika 1: Shematski prikaz različnih celičnih tipov, ki obstajajo znotraj populacije bakterije B. subtilis. 
Celični tipi so bili umeščeni v različne skupine glede na glavni regulator (modro), ki nadzira njihovo 




Biofilm je visoko organizirana kompaktna struktura, kjer so celice med sabo povezane z 
ekstracelularinimi polimeri, ki jih bakterije izločajo. Sposobnost tvorbe biofilma na 
različnih naravnih in umetnih površinah je skorajda univerzalna lastnost bakterij (Hall-
Stoodley in sod., 2004). Zelo veliko težavo predstavljajo v medicini, saj so celice v 
biofilmih zaščitene in tako odporne proti antibiotikom. Biofilmi pogosto naselijo tudi cevi 
in vsadke iz umetnih mas ter tako onemogočijo njihovo normalno delovanje (Hall-
Stoodley in Stoodley,  2009). V okoljski biologiji biofilmi predstavljajo pomembno vlogo 
pri čiščenju odpadnih voda in kot potencialni vir energije proizvedene z mikrobnimi 
gorivnimi celicami (Erable in sod., 2010). Ekstracelularni matriks je osnova za formacijo 
biofilma in je pri bakteriji B. subtilis sestavljen iz polisaharida EPS, amiloidnega proteina 
TasA ter hidrofobnega proteina BslA (Hobley in sod., 2013). Bakterija B. subtilis formira 
različne oblike biofilmov: na interfazi gojišče-zrak tvori kolonije, za katere je značilna zelo 
nagubana površina, ki je posledica ekstracelularnega matriksa in v njih vpetih mrtvih celic 
ter celičnih ostankov (Branda in sod., 2001) (Slika 2A). V tekočini bodo celice bodisi 
plavale na površini (na interfazi zrak-tekočina) ali pa se bodo pritrdile na površino (na 
interfazi tekoče-trdno). Celice se na tekočem gojišču povezujejo v biofilm in tvorijo t. i. 
pelikel, ki plava na površini tekočine (Slika 2B). Če se celice potopijo, se pritrdijo na stene 
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posode in tvorijo potopljeni biofilm (Sanchez-Vizuete in sod., 2014). Kateri biofilm se bo 
formiral je odvisno od seva ter pogojev, ki promovirajo izbran način rasti (Branda in sod., 
2001). V naravi bakterija B. subtilis kolonizira tudi površine korenin rastline Arabidopsis 
thaliana. Z naselitvijo na koreninski sistem in produkcijo biosurfaktanta surfaktina 
prepreči kolonizacijo rastlinskega patogena P. syringae (Bais in sod., 2004). 
 
Formiranje na površino pritrjenega biofilma se prične, ko gibljive celice odvržejo flagele, 
se organizirano pritrdijo na površino in začnejo sintetizirati matriks. Celice se povezujejo 
med sabo v verige, v 2D in nato tudi v 3D strukture. Med tem ves čas sintetizirajo 
ekstracelularni matriks, ki jih drži skupaj. V dozorelem biofilmu, celice na obrobju 
biofilma sporulirajo (Slika 2C in 2D). Celice so kljub različnim fenotipom genotipsko 
enake in lahko pri drugačnih okoljskih pogojih po potrebi preklopijo v drug fenotip 
(Vlamakis in sod., 2013). 
 
Znotraj biofilma najdemo poleg celic, ki sintetizirajo matriks, tudi druge oblike celic; 
sporulirajoče, gibljive, kompetentne, celice, ki proizvajajo surfaktin itn. (Slika 2C – E).  
 
 
Slika 2: A Fotografija biofilma bakterije B. subtilis na gojišču MSgg po 5 dneh inkubacije pri T=25 °C 
(merilo 5 mm). B Fotografija biofilma na interfazi zrak-tekočina, t. i. pelikel, ki je rastel 5 dni pri T=25 
°C. C Slika biofilma posneta s fluorescenčnim mikroskopom, kjer so modro obarvane gibljive celice in 
rumeno obarvane sporulirajoče celice (merilo 50 mm). D Slika biofilma, posneta s fluorescenčnim 
mikroskopom, kjer so rdeče obarvane celice, ki producirajo matriks in zeleno obarvane sporulirajoče 
celice (merilo 50 mm). E Populacija celic v kateri je z zeleno obarvana celica, ki proizvajajo surfaktin. 
Rdeče obarvane celice prestavljajo celice, ki producirajo matriks (merilo 3 mm). (Branda in sod., 2001, 
Lopez in Kolter, 2010). 
 
 
Na ekspresijo genov, pomembnih za sintezo ekstracelularnega matriksa, vpliva veliko 
molekul, ki jih bodisi izloča bakterija B. subtilis (surfaktin) ali pa jih sintetizirajo in 
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izločajo druge bakterije. Bakterija B. brevis sintetizira gramicidin in Streptomyces spp. 
nistatin, amfotericin ter valinomicin. Gramicidin je sicer antibiotik, ki v subletalnih 
koncentracijah stimulira tvorbo biofilma pri sevih B. subtilis. Podobno vlogo ima tudi 
nistatin, za katerega je znano protiglivno delovanje (Lopez in sod., 2009). Surfaktin, ki ga 
izloča subpopulacija celic bakterije B. subtilis ima parakrino delovanje; nima vpliva na 
celice producentke, deluje pa na sosednje celice in v njih spodbudi tvorbo matriksa. 
  
Signalna kaskada, ki vodi do sinteze surfaktina in posledično do formacije biofilma se 
prične s sintezo signalnega feromona ComX. ComX ob vezavi na membransko kinazo 
ComP sproži aktivacijo glavnega regulatorja ComA, ki se ob tem fosforilira. ComA~P 
aktivira operon srf, ki kodira encim za produkcijo lipopeptida surfaktina. Surfaktin aktivira 
kinazo KinC, ki fosforilira Spo0A. Spo0A~P inducira ekspresijo SinI, ki antagonizira 
represor SinR in tako povzroči derepresijo genov vključenih v sintezo matriksa. Celice, ki 
producirajo surfaktin, so same nanj neodzivne. Celice, ki se odzovejo na surfaktin in 
pričnejo proizvajati matriks, tako postanejo neodzivne na ComX (Lopez in sod., 2009) 
(Slika 3). Tako znotraj populacije opazimo dve neodvisni populaciji celic; producentke 
surfaktina ter celice, ki tvorijo matriks (Lopez in sod., 2009). 
 
 
Slika 3: Parakrino signaliziranje, ki vodi v formacijo ekstracelularnega matriksa. Celica proizvaja 
surfaktin in ga izloča okolje. Surfaktin deluje na sosednjo celico tako, da sproži fosforilacijo Spo0A. 
Spo0A~P inducira ekspresijo proteina SinI, kar v končni fazi vodi do ekspresije genov pomembnih za 
sintezo komponent matriksa (Lopez in sod., 2009). 
 
Glavni regulator, ki vpliva na ekspresijo genov ekstracelularnega matriksa je protein 
Spo0A. Spo0A je osrednji transkripcijski regulator, ki nadzira ekspresijo več sto genov. 
Aktivnost proteina Spo0A je odvisna od fosforilacije in je prisoten v fosforilirani ali 
nefosforilirani obliki v celici. Koncentracija fosforiliranega Spo0A (Spo0A~P) v celici 
določa ekspresijo različnih sklopov genov (Fujita in sod., 2005). Ob nizkih do srednjih 
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koncentracijah Spo0A~P se izražajo geni pomembni za sintezo matriksa, ob visokih 
koncentracijah pa se inducirajo geni pomembni za sporulacijo. Ko se producira matriks in 
formira ter zori biofilm, se Spo0A~P kopiči in tako sproži fazo sporulacije. Koncentracija 
Spo0A~P je nadzorovana preko aktivnosti štirih kinaz (KinA, KinB, KinC in KinD), ki na 
Spo0A delujejo neposredno ali preko sistema za prenos fosfatne skupine. Ob nizkih 
koncentracijah Spo0A~P se aktivirata dva »kaniblistična« operona, ki nosita zapis za 
proteina SKF (sporulation killing factor) in SPD (sporulation delaying factor). Celice, ki 
proizvajajo kanibalistična toksina in ju izločajo iz celice, so same nanju odporne. Toksin 
ubije sosednje (sorodne) celice, ki ne proizvajajo matriksa in tako poveča delež celic, ki 
producirajo matriks (Gonzalez-Pastor, 2011). 
 
 
2.3 KOMPETENCA  
 
Kompetenca je sposobnost bakterijskih celic, da prevzema prosto DNA iz okolja. Poznamo 
naravno in inducirano kompetenco. Naravno kompetentne bakterije imajo sisteme za vnos 
DNA, ki so kodirani na njihovih genomih, medtem ko inducirano kompetenco izzovemo 
tako, da s posebnimi pogoji tretiranja celično membrano naredimo prepustno za prosto 
DNA. Genetska transformacija je bila potrjena pri več kot 60 različnih vrstah bakterij 
razporejenih po taksonomskih skupinah, vključno s pomembnima človeškima patogenoma 
Streptococcus pneumoniae (Goodgal in Herriott, 1961) in Neisseria meningitidis 
(Alexander in Redman, 1953) ter tudi pri bakteriji B. subtilis (Spizizen, 1958). Genetska 
kompetenca pri bakterijah  B. subtilis in Streptococcus pneumoniae, ter tudi virulenca pri 
Staphylococcus aureus, je regulirana preko zaznavanja celične gostote t. i. sistema za 
zazanavanje kvoruma (angl. quorum sensing). 
 
Ker je kompetenca izjemno reguliran proces, je zelo verjetno, da je veliko več vrst 
transformabilnih, vendar še ne poznamo vseh pogojev, pod katerimi te bakterije razvijejo 
kompetenco. Do izražanja kompetenčnih genov pogosto pride zaradi različnih stresnih 
okoljskih dejavnikov, kot so pomanjkanje hranil, prisotnost antibiotikov, lahko pa tudi 
zaradi povišane celične gostote (quorum sensing) (Steinmoen in sod., 2002). Poznamo pa 
tudi že konstitutivno kompetentne vrste, npr. po Gramu pozitivna bakterija Mycobacterium 
smegmatis (Bhatt in sod., 2002) ali po Gramu negativna Haemophilus influenzae (Smith in 
sod., 1999). Točne vloge naravne kompetence ne poznamo, postavljene pa so tri hipoteze 
zakaj bakterijske celice prevzemajo DNA. Raziskovalci predpostavljajo, da se je 
kompetenca razvila z namenom pridobivanja novih genetskih informacij, kot matrica za 
popravilo poškodovane DNA ali kot vir hranil. Za vse potencialne vloge kompetence 
obstajajo eksperimentalni dokazi. Prva hipoteza predpostavlja, da je DNA pomembna za 
genetsko raznolikost. To se nanaša predvsem na pridobivanje novih metabolnih poti, 
virulentnih dejavnikov, odpornosti proti antibiotikom ipd.. Obstaja več dokazov 
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horizontalnih genskih prenosov, za katere se upravičeno sumi, da je tu pomembno vlogo 
odigrala transformacija. Pri bakteriji N. meningitidis je sekvenca gena sodC, ki nosi zapis 
za transkripcijski terminator, pokazala, da ta prvotno izvira iz bakterije Haemophilus 
influenzae. Sekvenca gena sodC je bolj podobna enakemu genu pri bakteriji H. influenzae 
kot genu sod pri E. coli, medtem ko je zaporedje genoma bakterije N. meningitidis bolj 
podobno genomu E. coli kot H. influenzae (Kroll in sod., 1998). Druga hipoteza izpostavlja 
popravljalno vlogo prevzete DNA. V stresnih pogojih so celice podvržene škodljivim 
dejavnikom, zaradi česar lahko pride do poškodb DNA. Privzem DNA je lahko matrica za 
popravilo poškodovane genomske DNA (Bernstein in sod., 1985). Ta hipoteza 
predpostavlja, da so proteini, ki so vključeni v popravilo DNA pri bakteriji B. subtilis pod 
istim regulonom, ki je pomemben za razvoj kompetence. Zadnja hipoteza pa namiguje na 
to, da je prevzeta DNA zgolj vir hranil. Pri bakteriji B. subtilis lahko opazimo veliko 
nespecifičnih nukleaz, ki jih bakterija izloča v okolje in prav tako veliko transporterjev, 
preko katerih celica iz okolja privzema razgrajene nukleotide (Redfield, 1993). 
 
2.3.1 Mehanizem in specifičnost prevzema DNA 
 
Transport DNA iz okolja preko membrane v citoplazmo je kompleksen proces. DNA 
najprej prečka zunanjo membrano (le pri po Gramu negativnih bakterijah), celično steno 
ter citoplazmatsko membrano. Preko slednje potuje le ena veriga DNA. Druga je 
razgrajena na manjše oligonukleotide ali nukleotide, in sproščena bodisi v okolje (pri po 
Gramu pozitivnih bakterijah) ali v periplazmatski prostor (pri po Gramu negativnih 
bakterijah). Obe vrsti bakterij uporabljata homologne proteine za transport DNA, ki so 
podobni pilom tipa IV (T4P) in sekrecijskem sistemu II (T2SSs) ter skupaj tvorijo poro v 
citoplazmatski membrani. V prvi fazi prevzema DNA se pri po Gramu pozitivnih 
bakterijah dvoverižna DNA veže na celično površino. Pri bakteriji B. subtilis je protein 
ComE, odgovoren za vezavo DNA na membrano. Površinska nukleaza NucA nato razgradi 
eno verigo DNA, druga veriga pa potuje preko celične stene in citoplazmatske membrane. 
V celici enoverižna DNA potuje do genomske DNA, v katero se vgradi. Posamezne vrste 
bakterij preferirajo prevzem proste DNA bližnjih sorodnikov. Zadnje raziskave so 
pokazale, da imajo fragmenti proste DNA različne dialekte, ki so skupni bližnjim 
sorodnikom. Fragmenti, ki jih naravno kompetentne celice prevzemajo, so dolgi 12-34 bp, 
vendar celica prepozna le v centru locirane 3-4 bp na podlagi katerih se »odloči« za 
morebitni prevzem (Smith in sod., 1999).  
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2.3.2 Regulacija kompetence  
 
V zgodnjih šestdesetih letih so raziskovalci odkrili prvi primer medcelične komunikacije 
pri bakteriji S. pneumoniae. Ob povišani celični gostoti bakterije S. pneumoniae je le-ta 
prešla v kompetentno stanje. Pri nadaljnjih raziskavah so raziskovalci ugotovili, da je za to 
odgovoren aktivator oz. kompetenčni dejavnik, ki ga bakterija izloča v okolje. Podoben 
sistem so kasneje odkrili tudi pri bakteriji B. subtilis. Obe vrsti bakterij uporabljamo kot 
modelna organizma za preučevanjesistemov za zaznavanje kvoruma, ki uravnavajo razvoj 
kompetence. Študije na bakteriji B. subtilis, so pokazale, da celice B. subtilis, ob prehodu 
iz eksponentne v stacionarno fazo vstopijo v kompetentno stanje. Bakterije v gojišče 
izločajo signalna peptida ComX in CSF (angl. competence and sporulation factor), ki 
sprožita kompleksno signalno pot, kar vodi do aktivacije genov pomembnih za razvoj 
kompetence (Jakobs in Meinhardt, 2015). Majhen peptidni feromon ComX ter 
kompetenčni sporulacijski dejavnik CSF (Grossman, 1995) vplivata na fosforilacijo 
odzivnega regulatorja ComA, ki je del dvokomponentnega sistema ComP/ComA. 
ComA~P posreduje informacijo do transkripcijskega aktivatorja, kar vodi do aktivacije 
regulona com genov. 
 
Kompetenčni feromon ComX se sintetizira v obliki 55 AK dolgega neaktivnega 
prekurzorja. Po posttranslacijski modifikaciji s pomočjo ComQ dobimo med 5 in 10 
aminokislin dolg aktiven ComX z lipidno modifikacijo na triptofanu, ki ga celica izloči v 
okolje (Magnuson in sod., 1994, Ansaldi in sod., 2002). Izvencelični ComX se veže na 
histidinkinazo ComP, ki posreduje fosfatno skupino na odzivni regulator ComA. 
Fosforiliran ComA (ComA~P) aktivira transkripcijo gena comS. ComS prepreči proteolizo 
comK in tako omogoči akumulacijo ComK, ki je transkripcijski aktivator za pozne com 
gene. Med pozne kompetenčne gene uvrščamo tudi gen za sintezo proteina ComGA, ki je 
periferni membranski protein. Protein ComGA je od ATP odvisen transporter, ki veže in 
transportira DNA iz okolja v celico. Hkrati tudi prepreči podvajanje kromosoma ter celično 
delitev, dokler ComK ni popolnoma razgrajen. ComGa tako prepreči, da bi se celica v 
kompetentnem stanju podvajala (Haijema in sod., 2001). Do aktivacije kompetence pride 
le pri deležu celotne populacije bakterij B. subtilis. Raziskovalci ocenjujejo, da je ComK 
regulon aktiviran le pri 10 % celotne populacije celic ob vstopu le te v stacionarno fazo 
(Maamar in Dubnau, 2005). Preostanek populacije, ki se ne usmeri v kompetenco, pa 
sintetizirajo zunajcelične proteine, tvorijo biofilm ali sporulirajo.  
 
2.4 KOMPETENCA V BIOFILMU 
 
V biofilmu so celice obdane z ekstracelularnim matriksom, ki ga gradijo polisaharidi, 
proteini, nukleinske kisline in lipidi. Skupaj vzdržujejo mehansko stabilnost biofilma in 
tvori tridimenzionalno polimerno mrežo, ki povezuje, ter prehodno imobilizira celice. 
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Matriks biofilma deluje tudi kot t. i. zunanji prebavni sistem, saj drži ekstracelularne 
encime v neposredni bližini celic, kjer razgrajajo polimere na celicam dostopnejše 
monomere (Flemming in Wingender, 2010). Izvencelična DNA (eDNA) je pomembna 
strukturna komponenta biofilma. Tretiranje biofilma z DNAzo vpliva na morfologijo 
biofilma (Tetz in sod., 2009). Ob vsem tem je mogoče domnevati, da je eDNA pomembna 
pri horizontalnem genskem prenosu v biofilmu, saj je ta idealna reakcijska komora, ki 
ohranja posamezne komponente, potrebne za prevzem DNA, na enem mestu. Raziskovalci 
so pri preučevanju kompetence v biofilmih bakterije Neiserria gonorrhoeae raziskovali ali 
lahko pride do prenosa genov za odpornost na antibiotike znotraj biofilma. Ugotovili so, da 
je bila učinkovitost izmenjave genov višja v zgodnjih biofilmih kot v planktonski kulturi. 
Učinkovitost izmenjave je drastično padla s starostjo biofilma (Kouzel in sod., 2015). Pri 
bakteriji Streptococcus pneumoniae so raziskovalci ugotovili, da ko izvencelični signalni 
peptid SCP doseže mejno vrednost, izzove lizo subpopulacije. Pri tem se sprosti DNA, ki 
jo preživela subpopulacija prevzame (Steinmoenv, 2002). Pri nekaterih mutantah rodu 
Streptococcus, ki niso bile zmožne kompetence, so raziskovalci opazili zmanjšano biomaso 
biofilmov. Pri Streptococcus intermedius in Streptococcus mutans so raziskovalci zvišali 
stopnjo kompetence z dodajanjem sintetičnega CSP, kar se je pozitivno odražalo tudi na 
tvorbi biofilma. Peptid CSP tako posredno vpliva na izmenjavo DNA ter tudi na formacijo 
biofilma (Petersen in sod., 2005). 
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Preglednica 1: Seznam uporabljenih reagentov. 
Reagent Proizvajalec 
(NH4)2SO4 Merck, ZDA 
Ampicilin Sigma Aldrich, ZDA 
C6H5Na3O7 x 2H2O Merck, ZDA 
CaCl2 x 2H2O Sigma Aldrich, ZDA 
Etanol Sigma Aldrich, ZDA 
Fenilalanin Merck, ZDA 
Glicerol Merck, ZDA 
Glukoza Sigma Aldrich, ZDA 
Glutamat Sigma Aldrich, ZDA 
Histidin Sigma Aldrich, ZDA 
K2HPO4 Sigma Aldrich, ZDA 
Kanamicin Sigma Aldrich, ZDA 
Kazeinski hidrolizat BD, ZDA 
KCl Sigma Aldrich, ZDA 
KH2PO4 Sigma Aldrich, ZDA 
Kloramfenikol Sigma Aldrich, ZDA 
Kvasni ekstrakt Biolife 
LB agar Sigma Aldrich, ZDA 
Gojišče LB Sigma Aldrich, ZDA 
Levcin Sigma Aldrich, ZDA 
Metionin Merck, ZDA 
MgCl2 x 6H2O Sigma Aldrich, ZDA 
MgSO4 x 7H2O Sigma Aldrich, ZDA 
MOPS Sigma Aldrich, ZDA 
Na2HPO4 x 2H2O Sigma Aldrich, ZDA 
NaCl Merck, ZDA 
L-D-Triptofan Sigma Aldrich, ZDA 
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3.1.2 Material za enkratno uporabo 
 
Preglednica 2: Uporabljen material za enkratno uporabo. 
Material Proizvajalec 
Centrifugirke 50 ml Isolab, Nemčija 
Falkonke 15 ml Isolab, Nemčija 
Filtri (premer por – 0,2 µm) Sigma-Aldrich, ZDA  
Mikrocentrifugirke 1,5 ml Eppendorf, Nemčija 
Mikrocentrifugirke 2 ml Eppendorf, Nemčija 
Petrijevke Golias Labortehnika, Slovenija 
Pipetni nastavki Sarstedt, Nemčija 
Rokavice Kimberly-Clark, ZDA 
Sterilne plastične eze Copan, Italija 
GenElute
TM
 Bacterial Genomic DNA Kit Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.1.3 Laboratorijska oprema in naprave 
 
Preglednica 3: Uporabljene aparature. 
Aparatura Proizvajalec 
Avtoklav (A-21)   Kambič, Slovenija 
Centrifuga (Centric 322 A) Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga (Sigma 3K30 (rotor 19776-H) Sigma, Nemčija 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet) ESCO, ZDA 
Magnetni mešalnik (Rotamix 550 MMH) Tehtnica, Slovenija 
Mešalo (Vibromix 114 EV) Tehtnica, Slovenija 
NanoDrop1000  Thermo Fisher Scientific, USA 
Pipete Eppendorf, USA 
UV/VIS spektrofotometer Photometer MA9510 Iskra, Slovenija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Sušilna komora Kambič, Slovenija 
Tehtnica (Mettler PM4600 Balance) Lab Exterme, ZDA 
Termoblok Eppendorf, USA 
Vodna kopel Kambič, Slovenija 
 
3.1.4 Bakterijski sevi  
 
V nalogi smo uporabili seve, ki so izhajali iz naravnega izolata bakterij B. subtilis, ki je bil 
pridobljen iz tal nabrežja Save (Štefanič in Mandić-Mulec, 2009). V Preglednici 4 so 
predstavljeni sevi, ki smo juh uporabili pri raziskovalnem delu.  
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Preglednica 4: Uporabljeni sevi pri raziskovalnem delu. 
Sev Genotip Opis Vir 
B. subtilis PS-216 wt Primarni izolat iz nabrežja Save. Štefanič in Mandić-
Mulec, 2009 
Sev A SkfA::spec B. subtilis PS-216 s kaseto odpornosti 
proti spektinomicinu, vstavljeno na 
mesto gena skfA. 
Dragoš in sod., v 
recenziji 
Sev B CotA::cat B. subtilis PS-216 s kaseto odpornosti 
proti kloramfenikolu vstavljeno na 
mesto gena cotA. 






B. subtilis PS-216, ki konstitutivno 
izraža rdeči fluorescentni protein 
(RFP) in ima gen za zeleni 
fluorescentni protein pod kontrolo 
promotorja kompetenčnega gena 
comGA. 
Dragoš in sod., v 
recenziji 
 





1 g spektinomicina smo raztopili v 20 ml dH2O. Tako smo pripravili spektinomicin v 
založni koncentraciji 50 mg/ml. V nalogi smo uporabljali končno koncentracijo 100 µg/ml.  
 
Kanamicin (kan): 
0,1 g kanamicina smo raztopili v 10 ml dH2O. Tako smo pripravili kanamicin v 
koncentraciji 50 mg/ml. V nalogi smo uporabljali končno koncentracijo 50 µg/ml. 
 
Kloramfenikol (cat): 
0,1 g kloramfenikola smo raztopili v 10 ml 96 % etanola. Tako smo pripravili 
kloramfenikol v založni koncentraciji 10 mg/mL. V nalogi smo uporabljali končno 
koncentracijo 5 µg/ml. 
 
Raztopine soli, pufri in založne raztopine za gojišča 
 
PBS: 
NaCl    137 mM  
KCl   2,7 mM 
Na2HPO4  10 mM 
KH2PO4  1,8 mM 
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dH2O    do 1000mL 
pH smo uravnali na 7,4 s HCl. 
 
1 x SS: 
KH2PO4  6 g 
K2PO4   14 g 
(NH4)2SO4  2 g 
Na-citrat x 2H2O 1 g  
MgSO4 x 7H2O 0,2 g 
dH2O   do 1000 ml 
 
Naslednje založne raztopine smo uporabili za pripravo gojišča CM: 
 
 1M MgCl2: 
V 80 ml dH2O smo dodali 7,61 g MgCl2 x 6H2O. 
 
 10 % (m/m) kvasni ekstrakt 
V 80 ml dH2O smo dodali 8 g kvasnega ekstrakta.  
 
 2 % (m/m) kazeinski hidrolizat: 
V 80 ml dH2O smo dodali 1,6 g kazeinskega hidrolizata.  
 
 50 % (m/m) glukoza: 
V čašo smo zatehtali 50 g glukoze in dolili vode do 100 ml. Med hkratnim 
mešanjem z magnetnim mešalom in segrevanjem smo raztopili glukozo.  
 
Vse raztopine smo sterilizirali z avtoklaviranjem pri 110 °C 20 minut. 
 
Mikroelementi za gojišče MSgg (700 mM CaCl2, 50 mM FeCl3, 50 mM MnCl2, 1 mM 
ZnCl2:  
 
V čašo smo stehtali 7,76 g CaCl2, 0,81 g FeCl3, 0,63 g MnCl2 in 0,01 g ZnCl2 ter dolili vode 
MiliQ do 100 ml. Raztopino smo hranili v temi pri sobni temperaturi.  
 
2 mM tiamin: 
V 50 ml vode smo stehtali 0,034 g timin hidroklorida. Raztopino smo hranili v temi pri 
sobni temperaturi. 
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V 1000 ml erlenmajerico smo nalili 800 ml dH2O in stehtali 28 g LB agarja (3,5 % m/m). 
Erlenmajerico smo avtoklavirali pri 121 °C 35 minut. Po avtoklaviranju smo gojišče v 
vodni kopeli ohladili na 55 °C. Tako ohlajenemu gojišču smo lahko pred razlivanjem v 
petrijevke dodali različne antibiotike. Petrijevke smo posušili v laminariju in jih nato 
shranili v temi pri 4 °C.  
 
Gojišče LB  
 
V 250 ml steklenice smo nalili 100 ml dH2O in dodali 2 g LB bujona (2 % m/m). 
Steklenico smo avtoklavirali 15 minut na 121 °C. Gojišče smo hranili v temi pri 4 °C.  
 
Gojišče za kompetenco (CM) 
 
V 400 ml sterilne 1 x SS raztopine smo aseptično dodali 1 ml 1M MgCl2, 4 ml 10 % 
kvasnega ekstrakta, 4 ml 2% kazeinskega hidrolizata ter 4 ml 50 % glukoze.  
 
Minimalno gojišče z morfolinpropan sulfonsko kislino, glicerolom in glutamatom (MSgg) 
 
V 1000 ml dH2O smo stehtali 20,93 g MOPS-a, 1,06 g K3PO4, po 50 mg triptofana in 
fenilalanina, 0,41 g MgCl2 x 6H2O, 5 g Na- glutamata in 5 g glicerola. Odpipetiramo 1 ml 
prej pripravljene raztopine mikroelementov, ki je shranjena v temi pri sobni temperaturi. 
Vse, razen tiamina, avtoklaviramo pri 110 °C. Po avtoklaviranju ohlajenemu gojišču 
dodamo prefiltriran tiamin.  
 
3.1.7 Kompleti reagentov 
 
Komplet za izolacijo genomske DNA – Gene Elute Bacterial Genomic DNA kit, Sigma  
Komplet za določanje koncentracije dvoverižne DNA – QuantiFluor® dsDNA System, 
Promega 
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3.2 METODE  
 
3.2.1 Standardni pogoji rasti v planktonskih kulturah in biofilmih 
 
Vse eksperimente smo izvajali v gojišču MSgg. Prekonočne kulture smo gojili v 5 ml 
tekočega gojišča LB v 50 ml steklenih epruvetah s stresanjem pri 200 obr./min na 37 °C. 
Za eksperimente v planktonskih kulturah smo 50 µl prekonočne kulture nacepili v 
erlenmajerice z 10 ml gojišča MSgg ter jih stresali pri 200 obr./min na 37 °C, 24 ur. V 
primeru biofilmov smo 50 µl prekonočne kulture nacepili v petrijevke z 10 ml gojišča 
MSgg in jih inkubirali pri 37 °C, 24 ur brez stresanja. 
 
3.2.2 Spremljanje biomase pri različnih pogojih rasti 
 
Celotno suspenzijo celic (planktonsko kulturo ali statično kulturo) smo prenesli v 15 ml 
falkonko, ter jo centrifugirali pri 12000 g, 10 minut. Po centrifugiranju smo odlili 
supernatant in pelet resuspendirali v 1 ml sterilne fiziološke raztopine. Suspenzijo celic 
smo prenesli v predhodno stehtane epice in jih ponovno centrifugirali pri 12000 g, 10 
minut. Supernatant smo odlili ter pelet posušili v sušilniku na 105 °C, 48 ur. Po sušenju 
smo epice s posušeno biomaso stehtali.  
 
3.2.3 Razbijanje biofilmov do posameznih celic (pred testom CFU, testom 
transformabilnosti ter izmenjavo DNA) 
 
Po inkubaciji smo biofilme skupaj z izrabljenim gojiščem prenesli v falkonko in skupke 
mikrobnih celic razbili s sonikatorjem. Sonikacijo smo izvajali v ciklih po 10 sekund, 
skupno do 40 sekund. Med tretiranjem smo preverjali živost ter razpršenost celic v vzorcu 
pod svetlobnim mikroskopom. Optimalni čas sonikacije, kjer so bile vse celice ločene ter 
nismo opazili celičnih skupkov, je bil 3x 10 sekund.  
 
3.2.4 Preverjanje transformabilnosti/izmenjave DNA 
 
Transformabilnost: prekonočne kulture smo inokulirali v 10 ml gojišča MSgg ter stresali 
pri 200 obr./min 6 ur na 37 °C. 600 µl kulture smo sterilno prenesli v 2 ml epico, dodali 0,6 
– 3 µg genomske DNA::Kan ter ponovno stresali pri 37 °C, 30 minut. Nato smo dodali 600 
µl predogretega gojišča LB in stresali 1 uro pri 37 °C. Celice smo dvakrat sprali s sterilno 
fiziološko raztopino. Transformante smo prešteli tako, da smo 50 µl kulture razmazali na 
LB agar z dodanim antibiotikom (Kan: končna koncentracija 50 µg/ml). Število vseh celic  
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smo določili s štetjem kolonij (CFU) na LB agarju brez antibiotika. Frekvenco 
transformacije smo izračunali: 
 
Frekvenca transformacije = število transformant/ celokupno število celic 
 
Izmenjava DNA: Prekonočni kulturi sevov A(spec) ter B(cat) smo zmešali v razmerju 1:1. 
50 µl mešanice obeh kultur smo nato inokulirali v petrijevko napolnjeno z 10 ml gojišča 
MSgg. Po 24 urah (ali v izbrani časovni točki) inkubacije na 37 °C smo statične kulture 
(biofilme) ter stresane (planktonske) kulture izpostavili soniciranju (trikrat po 10 sekund) z 
namenom razbiti biofilm na posamezne celice. Po zaključenem soniciranju smo celice 
dvakrat spirali v fiziološki raztopini. Na agarsko gojišče LB s spektinomicinom in 
kloramfenikolom smo razmazali 50 µl 2-krat in 4-krat koncentriranega vzorca, kar je 
omogočilo, da smo zaznali vse celice, ki so sprejele DNA drugega seva (transformante). 
Število vseh celic v mešani kulturi smo določili  preko CFU na LB agarju brez antibiotika. 
Frekvenco izmenjave DNA smo izračunali: 
 
Frekvenca izmenjave = število celic odpornih proti obema antibiotikoma /celokupno 
število živih celic sevov A(spec) in B(cat). 
 
3.2.5 Izolacija genomske DNA  
 
Za izolacijo genomske DNA smo uporabili komplet reagentov Gene Elute Bacterial 
genomic DNA kit (Sigma). Sledili smo protokolu proizvajalca.  
 
 1,5 ml prekonočne kulture izbranega seva smo centrifugirali pri 12000-16000 g 2 
minuti in nato odlili supernatant. 
 Pelet smo resuspendirali v 200 µl lizocima, ki smo ga pripravili tako, da smo 
zatehtali 40 mg lizocima in ga raztopili v 1 ml destilirani vodi. Inkubirali smo 30 
minut na 37 °C. 
 K celični suspenziji smo dodali 20 µl proteinaze K in 200 µl liznega pufra (angl. 
lysis solution C), ter vorteksirali. Inkubirali smo 10 minut na 55 °C. 
 Koloni smo dodali 500 µl raztopine za pripravo kolone (angl. column preparation 
solution) in jo centrifugirali 1 minuto pri 12000 g. Zavrgli smo filtrat.  
 Liziranim celicam smo dodali 200 µl 99 % etanola, vorteksirali in prenesli to 
mešanico na pripravljeno kolono.  
 Centrifugirali smo 1 minuto pri 6500 g.  
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 Kolono smo prenesli v novo zbiralno epico ter dodali 500µl raztopine za spiranje 
(angl. wash solution concentrate). Centrifugirali smo 1 minuto pri 6500 g. 
 Kolono smo prenesli v novo zbiralno epico ter dodali 500µl raztopine za spiranje 
(angl. wash solution concentrate). 
 Centrifugirali smo 3 minute pri 12000 g. 
 Kolono smo prenesli v novo zbiralno epico ter dodali 200µl elucijskega pufra (angl. 
elution solution). 
 Centrifugirali smo 1 minuto pri 6500 g. Koncentracijo DNA smo izmerili s 
pomočjo aparata Nanodrop1000 /Thermo Scientific).  
 
3.2.6 Spremljanje aktivacije kompetenčnih genov s fluorescenčno mikroskopijo 
 
Prekonočno kulturo seva wt
GFP 
smo inokulirali v gojišče MSgg (planktonske kulture in 
biofilme) ter celice vzorčili po 2-h, 4-ih, 6-ih in 8-ih urah inkubacije pri 37 °C. Kulturo 
smo ob izbrani časovni točki dvakrat sprali s fiziološko raztopino, ter imobilizirali na 
predmetna stekla s pomočjo poli-L-lizina. Da bi preprečili bledenje smo uporabili Slow 
Fade (Invitrogen). Fluorescentne slike smo pridobili z uporabo Zeiss AxioObserver Z1 z 
uporabo objektiva 100x/1.40 oil Plan-Apochromat in kamere AxioCam MRm Rev.3 ter 
vira fluorescenčne svetlobe HBO 100 Illuminator s filtri 43HE in 38HE za rdeči (RFP) ter 
zeleni (GFP) fluorescenčni protein. Za vsak vzorec smo pridobili 9 slik za vsak kanal. 
Korekcijo neenakomerne iluminacije smo izvedli s pomočjo natrijevega fluoresceinata. 
Pridobljene slike smo obdelali s programom ImageJ. ImageJ je prosto dostopen program za 
analizo slik, s katerim lahko določimo odstotek celic, ki so izražale gen za GFP oziroma 
gen RFP. 
 
3.2.7 Merjenje zunajcelične dvoverižne DNA v izrabljenem gojišču 
 
Supernatant iz planktonskih kultur /biofilmov smo sterilizirali s filtracijo na 0,22 µm filtrih 
ter koncentracijo DNA izmerili z uporabo kompleta reagentov QuantiFluor dsDNA system 
(Promega) preko merjenja fluorescence pri 504 nm in 531 nm (vzbujanje in emisija). 
Standardno krivuljo smo pripravili z uporabo vzorca DNA zagotovljenega v kompletu 
QuantiFluor po postopku proizvajalca.  
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4.1 PREVERJANJE MODELNEGA SISTEMA 
 
4.1.1 Testiranje rasti modelnih sevov A(spec) in B(cat) na gojišču z in brez 
antibiotikov 
 
V nalogi smo za preučevanje izmenjave DNA pri bakteriji B. subtilis uporabili modelni 
sistem sestavljen iz dveh sevov: sev A(spec), ki je odporen proti antibiotiku 
spektinomicinu in sev B(cat), ki je odporen proti antibiotiku kloramfenikolu. Pri sevu 
A(spec) je gen za odpornost proti spektinomicinu vstavljen na mesto gena skfA, ki kodira 
krajši peptid »Sporulation killing factor« (Allenby in sod., 2006). Pri sevu B(cat) je gen za 
odpornosti proti kloramfenikolu vstavljen na mesto gena cotA, ki kodira lakazo plašča 
spore, ki je vključena v biosintezo rjavega pigmenta spore (Zeng in sod., 2016) (Slika 4A). 
Ta dva lokusa nimata znanega vpliva na sposobnost sprejemanja DNA iz okolja. Seva 
A(spec) in B(cat) smo gojili posamično in v kokulturi (A+B) 24 ur pri 37 °C v gojišču 
MSgg in jih nato nacepili na gojišče LB z ali brez dodanega antibiotika. Število živih celic 
smo določili z določitvijo CFU (Slika 4B). 
 
  
Slika 4A: Shema modelnega sistema seva A(spec), ki nosi zapis za odpornost proti  spektinomicinu in 
B(cat), ki nosi zapis za odpornost proti kloramfenikolu. B: Rast sevov A(spec) in B(cat) ter kokulture 
A+B na ploščah brez antibiotika (črno), ter selektivna rast sevov na ploščah s primernim antibiotikom 
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Končno število celic pri modelnih sevih in kokulturi je bilo po 24 urah gojenja podobno 
(Slika 4B –črni stolpci). Z nacepitvijo A(spec) seva in seva B(cat) na ploščo z izbranim 
antibiotikom je na gojišču LB z dodanim spektinomicinom zrasel le sevA( spec) in na 
gojišču s kloramfenikolom le sev B(cat)  (Slika 4 B). V kokulturi, kjer sta bila  A in B 
nacepljeni v razmerju 1:1 (OD650=0,3-0,4) je bilo na ploščah s spektinomicinom oziroma 
kloramfenikolom približno 50 % enega ali drugega seva v primerjavi z monokulturo. 
Preverili smo rast posameznih sevov, A(spec) in B(cat) po 24-urnem gojenju na 37 °C v 
gojišču MSgg na LB agarju s spektinomicinom in kloramfenikolom. Ugotovili smo, da v 
kolikor nacepimo posamezen sev na gojišče LB z obema antibiotikoma, bakterija B. 
subtilis ne tvori kolonij, medtem ko raste na LB gojišču brez antibiotikov oziroma z le 
enim od obeh antibiotikov.  
 
4.1.2 Primerjava hitrosti rasti divjega tipa (wt) in modelnih sevov A(spec) in B(cat) 
 
Modelna seva A(spec) in B(cat) sta rekombinanti izvornega seva bakterije B. subtilis PS-
216 (wt). Okvarjena gena skf in cotA nista nujna za bakterijsko rast in ne igrata vloge v 
primarnem metabolizmu. Glede na prej pridobljene podatke o končnem številu celic po 24 
urah na gojišču LB (Slika 4B) med A(spec), B(cat) ter divjim tipom (wt) nismo pričakovali 
razlik v hitrosti rasti, kar potrjuje rastna krivulja (obeh sevov) v tekočem gojišču LB pri 
OD650 (Slika 5).  
 
 
Slika 5: Primerjava rasti modelnih sevov A(spec) in B(cat) ter divjega tipa bakterije B. subtilis PS-216  
v tekočem gojišču LB. Podatki kažejo povprečje dveh bioloških ponovitev s podanim standardnim 
odklonom, ki je skoraj ničen. 
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4.1.3 Primerjava fenotipa seva PS-216 (wt) ter modelnih sevov A(spec) in B(cat) v 
gojišču MSgg pri različnih pogojih rasti 
 
Primerjali smo tudi rast in morfologijo biofilmov PS-216, A(spec) in B(cat) v gojišču 
MSgg (statična/stresana kultura) (Slika 6). Gojišče MSgg se rutinsko uporablja za gojenje 
biofilmov bakterije B. subtilis (Branda in sod., 2001). Suha biomasa biofilmov (Slika 6A) 




Slika 6A: Primerjava suhe biomase celic wt, modelnih sevov A(spec) in B(cat) ter kokulture (A+B) 
gojenih v biofilmu do pozne stacionarne faze (37 °C, 24 ur) v gojišču MSgg. B: Primerjava suhe 
biomase celic wt, modelnih sevov A(spec) in B(cat) ter kokulture (A+B) gojenih v planktonski kulturi 
do pozne stacionarne faze (37 °C, 24 ur) v gojišču MSgg. Podatki kažejo povprečje dveh bioloških 
ponovitev in standardno napako C: Morfologija biofilmov gojenih 24 ur na 37 °C v gojišču MSgg 
(Skala: 1 cm). 
 
Biofilmi so imeli primerljive morfologije - rahlo prosojne do bele barve z značilno rahlo 
nagubano površino (Slika 6C), kar je tudi v skladu s prejšnjimi raziskavami (Branda in 
sod., 2001). Razlik tudi nismo opazili, če smo biofilme gojili pri 28 °C 48 ur. Na osnovi 
teh rezultatov smo zaključili, da ni razlik v produktivnosti suhe biomase med PS-216 (wt) 
ter modelnima sevoma in da sta modelna seva primerna za nadaljnje poskuse.¸ 
 
4.1.4 Preverjanje transformabilnosti modelnih sevov A(spec) in B(cat)  
 
S pomočjo testa transformabilnosti  (Albano in sod., 1987) smo preverili zmožnost 
sprejemanja proste DNA modelnih sevov A(spec) in B(cat). Seve smo transformirali z 0,6-
A B 
C 
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3 µg  genomske DNA seva PS216, pri katerem je gen  comQ zamenjan z genom za 




Slika 7 A: Celokupno število celic (CFU/ml) modelnih sevov A(spec) in B(cat) ter divjega tipa PS-216 
po inkubaciji.  B: Frekvenca transformacij ob selekciji proti kanamicinu divjega tipa PS-216 (wt) in 
sevov A(spec) in B(cat). Podatki kažejo povprečje dveh bioloških ponovitev s podano standardno 
napako.  
 
Rezultati so pokazali, da sta modelna seva A(spec) in B(cat) transformabilna v gojišču 
MSgg in da sta frekvenci transformacije obeh sevov A(spec) in B(cat) primerljivi. 
Presenetljivo, frekvenci transformacije modelnih sevov sta bili nekoliko višji od frekvence 
transformacije divjega tipa PS-216 (wt) (Slika 7B), vendar razlika ni signifikantna (pwt-A = 
0,05, pwt-B = 0,06). Pri divjem tipu smo detektirali 24 transformant na 4,4*10
8
 celic/ml, 
medtem ko je pri modelnih sevih zraslo približno 37 transformant na 3,4*10
8
 vseh celic, 
kar kaže na izredno nizko transformacijo v gojiču MSgg. Pri kontrolah sevov A(spec) in 
B(cat) brez dodane DNA nismo opazili kolonij na selekcijskem gojišču s kanamicinom, 
kar kaže na to, da  so zrasle kolonije dejanske transformante. Celokupno število celic je 
bilo pred selekcijo primerljivo med divjim tipom in modelnima sevoma A(spec) ter B(cat) 
(Slika 7A). 
 
S prvim delom naloge smo pokazali, da sta modelna seva A(spec) in B(cat) fenotipsko 
podobna divjemu tipu (wt) in da je transformabilnost obeh mutant kvečjemu nekoliko višja 
kot to velja za divji tip, vendar razlike niso signifikantne. 
 
Na osnovi pridobljenih rezultatov smo sklepali, da sta izbrana modelna seva A(spec) in 
B(cat) primerna za nadaljnje  preučevanje izmenjave DNA pri bakteriji B. subtilis. 
A B 
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4.2 FREKVENCA IN DINAMIKA IZMENJAVE DNA V PLANKTONSKI 
KULTURI IN BIOFILMU 
 
Zadnje raziskave kažejo, da je izmenjava eDNA pri naravno kompetentnih bakterijah 
učinkovitejša v statični kulturi kot v planktonski kulturi (Antonova in Hammer, 2011, Bae 
in sod.,  2014, Taylor in sod., 2014). Biofilmi naj bi nudili optimalno okolje za horizontalni 
genski prenos in s tem razvoj sevov, odpornih proti več antibiotikom (Kouzel in sod., 
2015). Kljub temu, da je razvoj biofilmov dobro poznan pri bakteriji B. subtilis, ki je tudi 
model za raziskave naravne kompetence, vpliv načina rasti (biofilm/planktonska) na 
izmenjavo DNA pri tej bakteriji še ni poznan. Modelna seva A(spec) in B(cat) smo gojili v 
gojišču MSgg, ki je standardno gojišče za študij biofilmov, in sicer v kokulturi (A+B) v 
razmerju 1:1 pri dveh različnih pogojih - v planktonski kulturi in biofilmu, pri 37 °C, 24 ur. 
 
 
Slika 8: Fekvenca transformant po 24 urni kokultivaciji sevov A(spec) in B(cat) v planktonski kulturi 
in statični kulturi. Rezultati so povprečje treh bioloških ponovitev s podanim standardnim odklonom. 
 
Po 24 urni kokultivaciji sevov A(spec) in B(cat), je frekvenca transformant v planktonski 
kulturi in statični kulturi signifikantno različna (p=0,002)  identificirana kot število CFU na 
gojišču s spektinomicinom in kloramfenikolom v primerjavi s celokupnim številom živih 
bakterij (Slika 8). V nadaljevanju smo spremljali frekvenco transformant v različnih 
časovnih točkah (3, 5, 12, 18 in 24 ur) inkubacije, kajti zanimalo nas je ali pride do 
izmenjave DNA šele v biofilmu ali v času preden se biofilm dokončno izoblikuje. 
Kokulturo A+B smo vzorčili v različnih časovnih točkah ter transformante selekcionirali 
na gojišču LB s spektinomicinom in kloramfenikolom (Slika 9A in 
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Preglednica 5). Statično kulturo smo vedno pred razmazom na plošče sonicirali. Ob času 
t=18 ur in t=24 ur je bilo potrebno tudi stresano kokulturo sonicirati zato, ker so celice 
tvorile kompaktne skupke, ki jih zgolj z resuspendiranjem s pipeto nismo mogli razbiti. 
 
  
Slika 9A: Celokupno število celic kokulture sevov A(spec) in B(cat)  (CFU/ml v MSgg) v različnih 
časovnih točkah pri različnih načinih gojenja  (statična oziroma planktonska kokultura).  Prikazani so 
rezultati treh eksperimentov; eksp. 1 in 2 za statično kulturo ter eksp.3 za planktonsko kulturo. 
Eksperimenta 1 in 2 smo izvedli zato, da smo pridobili podatke v več časovnih točkah. Vsak 
eksperimet je bil izveden v treh ponovitvah. Prikazana napaka velja za tri tehnične ponovitve znotraj 
vsakega neodvisnega poskusa.  B: Frekvenca transformant v različnih časovnih točkah v gojišču  MSgg 
za planktonsko in statično kokulturo. Rezultati so podani kot povprečje treh tehničnih in dveh 
odvisnih bioloških ponovitev (stresana) in dveh  neodvisnih bioloških ponovitev (statična). Standardna 
napaka predstavlja odklon tehničnih ponovitev.  
 
Celokupno število celic s časom narašča tako pri statični kot tudi v planktonski kokulturi, 
vendar se v planktonski kokulturi število celic začne zviševati hitreje kot pri statični (krajša 
lag faza); dinamika rasti planktonske kulture in statične kulture v času je zato signifikantno 
različna vendar sta po 24-ih urah inkubacije, obe kokulturi v stacionarni fazi. Razlika je le 
ta, da so celice v statični kulturi šele vstopile v stacionarno fazo medtem ko je planktonska 
kultura že v pozni stacionarni fazi. Končno število celic je po 24 urah inkubacije zelo 
podobno tako v statični kot tudi v planktonski stresani kulturi (Slika 9 A, Preglednica 5). 
A B 
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Preglednica 5: Preglednica prikazuje absolutno število transformant in celokupno število celic v 
statični  kulturi in planktonski kulturi v gojišču MSgg pri 37 °C v različnih časovnih točkah s podanim 
standardnimi napakami, ki so sicer velike, vendar nakazujejo trend izmenjave odpornosti proti 
antibiotikom v različnih časovnih točkah 
                                             Ure inkubacije 3 5 12 18 24 
Št. transformant v statični kulturi eksp. 1 
[CFU/ml] 0 105±34 55±12 / 174±6 
Celokupno število celic eksp. 1 [CFU/ml] 2,5*10^7 4,6*10^7 1,2*10^8 / 5*10^8 
Št. transformant v statični kulturi eksp. 2 
[CFU/ml] 0 24±13 / 116±18 92± 7 
Celokupno število celic eksp. 2 [CFU/ml] 
 
4,9*10^7 / 5,9*10^8 5,5*10^8 
Št. transformant v stresani kulturi 
[CFU/ml] 0 51±2,7 49±37 / 6±1 
Celokupno število celic v stresani kulturi 
[CFU/ml] 2,6*10^7 1,6*10^8 3,9*10^8 / 4,5*10^8 
 
Rezultati kažejo, da je izmenjava DNA v gojišču MSgg zelo nizka in da do izmenjave med 
sevi A in B pride že zelo zgodaj: med tremi in petimi urami inkubacije in da je frekvenca 
transformacije maksimalna v statični in stresani kulturi že po petih urah inkubacije. (Slika 
9B). Frekvenca izmenjave DNA je bila ob času 5 ur v statični kokulturi višja kot v stresani 
kokulturi, čeprav je odklon tehničnih ponovitev zelo velik za eno od bioloških ponovitev. 
Razlika med stresano in statično kulturo je opazna tudi po 12-ih urah inkubacije (p12 
ur=0,113) vendar te razlike niso signifikantne. Po 24-urah je frekvenca transformacij 
izrazito višja v statični kot v planktonski kulturi (p24 ur =0,013) (Slika 9B). Razlaga za 
večjo frekvenco transformacije v statični  kulturi po 24 urah je lahko ta, da transformante v 
biofilmu zaradi konstantnih pogojev bolje uspevajo in se zato lahko tudi namnožijo.   
 
Prikazani so rezultati treh eksperimentov; eksp. 1 in eksp.2 za statični kulturi ter eksp.3 za 
planktonsko kulturo. Vsak eksperimet je bil izveden v treh ponovitvah. Za končni 
zaključek bi potrebovali več ponovitev poskusa.  
 
4.3 IZRAŽANJE POZNIH KOMPETENČNIH GENOV comGA V PLANKTONSKI 
KULTURI ALI V BIOFILMU  
 
Rezultati, prikazani zgoraj, so nakazali, da je frekvenca izmenjave DNA višja v biofilmu 
kot v planktonski kulturi, čeprav je učinkovitost izmenjave zelo nizka (Slika 9). Mogoča 
razlaga je lahko v različnem izražanju ali nivoju izražanja izraženih pozno kompetenčnih 
genov. Iz prejšnjih raziskav v planktonskih kulturah v kompetenčnem gojišču je znano, da 
je distribucija izražanja kompetenčnih genov pri bakteriji B. subtilis bimodalna in da se ti 
izražajo samo v približno 10 % populacije celic (Karmakar in Bose, 2007). Da bi preverili 
izražanje kompetenčnih genov v našem sistemu, smo spremljali izražanje genov v času v 
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sevu PS-216 amyE::RFP comGA-gfp, ki konstitutivno izraža rdeč fluorescentni protein 
(RFP) ali zeleni fluorescentni protein (GFP) pod kontrolo promotorja operona comGA. Z 
zajemanjem fluorescence RFP in GFP celic v različnih časovnih točkah s pomočjo 
fluorescenčne mikroskopije, smo določili delež kompetentnih celic po 2-h, 4-ih, 6-ih, 8-ih 
in 24-ih urah od inokulacije v biofilmu ter planktonski kulturi (Slika 11). Ob vsaki časovni 
točki smo pregledali med 2000 in 8000 celic. 
 
 
Slika 10: . Delež celic, ki izražajo comGA-gfp v planktonski kulturi in v biofilmu v različnih časovnih 
točkah. Podatki kažejo povprečje dveh bioloških ponovitev s standardno napako. 
 
  
Slika 11: A. Porazdelitev fluorescence v različnih časovnih točkah v planktonski kulturi z označenim 
povprečjem fluorescence (zeleno). D. Porazdelitev fluorescence v različnih časovnih točkah v biofilmu z 
označenim povprečjem fluorescence (zeleno). (eksp. 2). Vse vrednosti fluorescence GFP so 
predstavljene na grafu (črno).  
 
A B 
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Izražanje kompetenčnih genov zaznamo že po drugi uri inkubacije (Slika 11A). V tej 
časovni točki je delež celic, ki izražajo comGA-gfp enak pri planktonski kulturi in biofilmu 
(p=0,8). Po štirih urah inkubacije opazimo signifikantno razliko med planktonsko kulturo 
in biofilmom. Delež kompetentnih celic je mnogo višji v planktonski kulturi (p=0,03). 
Trend naraščanja deleža kompetentnih celic se nadaljuje do t=6 ur, kjer doseže maksimum 
(p=0,1) tako pri planktonski kulturi kot tudi v biofilmu. Po 24 urah inkubacije je približno 
1 % populacije celic kompetentnih (p=0,8), vendar je ta delež še vedno višji kot po dveh 
urah inkubacije (Slika 11A). 
 
Na grafu porazdelitve fluorescence comGA-gfp opazimo, da so povprečne intenzitete 
izražanja comGA-gfp ter porazdelitve intenzitete vseh celic, ki izražajo GFP planktonski 
kulturi in biofilmu podobne. Edina razlika je, da je povprečje porazdelitve fluorescence 
comGA-gfp po 6-ih urah inkubacije višje pri biofilmu, vendar glede na distribucijo v 
populaciji razlika ni signifikantna (x6hB =0,32±0,06 FU, x6hPk =0,2±0,1 FU) (Slika 11A in 
B). Povprečje porazdelitve fluorescence smo določili kot povprečje vrednosti fluorescence 
v različnih časovnih točkah za biofilm in stresano kulturo. Večjih signifikantnih razlik v 
izražanju comGA-gfp genov med planktonsko kulturo in biofilmom nismo opazili. Preko 
spremljanja izražanja poznih kompetenčnih genov ne moremo pojasniti, zakaj je frekvenca 
izmenjave DNA v biofilmu višja kot v planktonski kulturi, saj je število celic, ki izražajo 
comGA pri obeh načinih gojenja primerljivo.  
  
4.4 ZAZNAVANJE ZUNAJCELIČNE DNA (eDNA) V IZRABLJENEM GOJIŠČU 
 
Da bi našli vzrok za povišano frekvenco izmenjave DNA v biofilmu, smo preverili 
koncentracijo zunajcelične DNA (eDNA), saj smo predvidevali, da je morda v statični 
kulturi zaradi lokalno povišane koncentracije eDNA tudi možnost za izmenjavo DNA 
višja.  
 
 eDNA smo določali v izrabljenem gojišču kokultiviranih sevov A(spec) in B(cat) biofilma 
in planktonske kokulture z barvanjem DNA s fluorescenčnim barvilom QuantiFluor (Slika 
12).  
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Slika 12: Koncentracija DNA v izrabljenem gojišču planktonske kulture in biofilma.  
 
Merjenje fluorescence obarvane dvoverižne eDNA kaže na to, da je koncentracija eDNA v 
izrabljenem gojišču biofilma višja od koncentracije dvoverižne eDNA v izrabljenem 
gojišču planktonske kulture. Razlika je relativno majhna in tudi celokupna količina eDNA 
je relativno majhna v primerjavi s količino DNA, ki jo standardno dodajamo v 
transformacijske mešanice (običajno dodamo 0,5-1µg/ml).  
 
4.5 STABILNOST eDNA IN NJEN VSTOP V BAKTERIJE RASLE V 
PLANKTONSKI KULTURI ALI BIOFILMU ANALIZIRAN Z DNAzo  
 
Ena od možnih razlag za povečan vstop eDNA v celice v biofilmu bi bila, da je zaradi 
lokalno povečane koncentracije DNA ter ostalih dejavnikov, ki pozitivno vplivajo na 
izmenjavo, tudi sama izmenjava DNA učinkovitejša. To smo preverili tako, da smo 
kokulturo tretirali z DNAzo in spremljali, ali sta frakcija eDNA ter proces izmenjave DNA 
v biofilmu manj občutljiva na tretiranje z DNAzo kot v planktonski kulturi. Kokulturi 
A(spec) in B(cat) smo na začetku inkubacije dodali DNAzo v različnih koncentracijah ter 
po 24-urni inkubaciji preverili spremembo frakcije eDNA (Slika 13A in B) in spremembe 
transformacije (Slika 13C in D) glede na kontrolo brez dodane DNAze. 
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Slika 13: A. Količina eDNA ob prisotnosti DNAze v stresani kulturi. B. Količina eDNA ob prisotnosti 
DNAze v biofilmu. C. Absolutno število transformant pri različnih koncentracijah dodane DNAze v 
stresani kulturi. D. Absolutno število transformant pri različnih koncentracijah dodane DNAze v 
biofilmu. V vseh primerih so podatki povprečje iz dveh poskusov z navedeno standardno napako. 
Kontrola predstavlja mešanico seva A in B brez dodane DNAze. V oklepajih so podane enote 
(U=Units) dodanega encima DNAze.  
 
Poskus je pokazal, da dodatek DNAze (1 in 10 U) ni signifikantno znižal količine eDNA v 
planktonski kulturi (Slika 13A) in tudi ne v biofilmu (Slika 13B). Pri planktonskem načinu 
gojenja je bilo absolutno število transformant pri kontroli, kjer smo kokultivirali le seva 
A+B brez DNAze in pri kokulturi z 1 oziroma 10U DNAze enako (Slika 13C). V mešanici 
soniciranega biofilma in izrabljenega gojišča statične kulture pa je dodatek 1 U in 10 U 
DNAze ob začetku inkubacije znižal absolutno število transformant v primerjavi s kontrolo 
brez DNAze (p1U=0,19), prav tako 10 U DNAze (p10U=0,20), kljub temu, da ni sprememb 
v frakciji eDNA v primerjavi s kontrolo (p1U=0,43, p10U=0,27) (Slika 13D). 
A B 
D C 
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V prvem delu naloge smo preverili ali je metoda za vrednotenje kompetence ter izmenjave 
DNA med sevi bakterije B. subtilis v biofilmu (statični kulturi) in planktonski (stresani) 
kulturi sprejemljiva. Za spremljanje izmenjave DNA smo uporabili seva A(spec) in B(cat), 
ki sta bila odporna bodisi na spektinomicin ali na kloramfenikol. Seva sta rastla le na 
gojišču z antibiotikom, za katerega sta nosila zapis za odpornost in ta zapis ni vplival na 
rast seva, ki je bila primerljiva z rastjo divjega tipa. Ravno tako seva nista imela 
spremenjene morfologije ali suhe biomase plavajočega biofilma v primerjavi z divjim 
tipom (sev PS216). Ugotovili smo tudi, da je frekvenca transformacije A(spec) in B(cat) 
podobna, vendar nekoliko višja kot transformabilnost starševskega seva bakterije B.subtilis 
PS-216. Na osnovi pridobljenih rezultatov smo sklepali, da je izbran modelni sistem 
A(spec) in B(cat) primeren za preučevanje izmenjave DNA pri bakteriji B. subtilis.  
 
Rezultati prvega poskusa, ki smo ga izvedli so pokazali, da je frekvenca izmenjave DNA 
med sevi A in B  signifikantno višja v statični kulturi kot v planktonski kulturi po 24-urah 
inkubacije v gojišču MSgg (p24 ur =0,002) (Slika 8). Ta podatek je bil v skladu z našo 
hipotezo, vendar je potrebno poudariti, da ne vemo ali so transformante, ki jih zaznamo na 
selektivnem gojišču tiste celice v populaciji, ki so prevzele eDNA ali so to že potomke 
transformant. Zato smo v nadaljevanju spremljali frekvenco transformacije v različnih 
časovnih točkah. Ugotovili smo, da se transformante pojavijo že zelo zgodaj, preden se 
formira biofilm in da je najvišja frekvenca transformant med 3. in 5. uro inkubacije, torej 
dosti prej kot se tvori opazen biofilm (plavajoč) na interfazi zrak-gojišče. Pri bakteriji 
Neisseria gonorrhoeae je frekvenca transformant v statični kulturi visoka že v zgodnjih 
fazah (~0,5*10
-4
), po 22 urah inkubacije pa 8-krat višja (Kouzel in sod., 2015). Kouzel in 
sod., poročajo, da je pri bakteriji Neisseria gonorrhoeae v zgodnjih biofilmih učinkovitost 
izmenjave DNA višja kot pri planktonskih celicah in da se s staranjem biofilma  ta razlika 
manjša (Kouzel in sod., 2015). Raziskovalci pod vodstvom D. Dubnau-a, so opazili prvi 
val indukcije kompetence že eno uro po inokulaciji prekonočne kulture v kompetenčno 
gojišče (CM) (Albano in sod.,1987). Pri naših poskusih opazimo, da kompetentno stanje v 
prvih urah inkubacije še zdaleč ni bilo tako obširno, kot je bilo po 6-ih urah inkubacije. 
Transformant po treh urah inkubacije pri tem poskusu nismo zaznali. 
 
Zadnje raziskave kažejo, da je izmenjava DNA pri naravno kompetentnih bakterijah 
učinkovitejša v biofilmih kot v planktonski kulturi (Antonova in Hammer, 2011, Taylor in 
sod., 2014), saj naj bi biofilm nudil optimalno okolje za horizontalni genski prenos. 
Poskusi z bakterijo Campylobacter jejuni so pokazali, da je v primeru kokultivacije seva z 
odpornostjo proti kanamicinu in seva z odpornostjo proti kloramfenikolu, frekvenca 
transformant v biofilmu 6,5-krat višja kot v planktonski kulturi (Bae in sod., 2014). V 
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kompetenčnem gojišču, ki se običajno uporablja za genetsko transformacijo sevov B. 
subtilis se kompetnčni geni izražajo v le 10 % populacije bakterije B. subtilis (Maamar in 
Dubnau,  2005, Karmakar in Bose, 2007). Mi smo sledili izmenjavi genov za odpornost na 
antibiotik v gojišču MSgg. Želeli smo preveriti ali se višja frekvenca izmenjave DNA v 
biofilmu v primerjavi s stresano kulturo odraža tudi na nivoju distribucije transkripcije 
genov comGA. Znano je, da se v biofilmu celice bakterije B. subtilis diferencirajo v 
različne subpopulacije celic: matriks producirajoče celice, sporulirajoče celice, gibljive 
celice ipd. (Lopez in Kolter, 2010). V biofilmu smo zato spremljali izražanje comGA- gfp v 
času v celicah, ki so konstitutivno izražale gen za RFP. Izražanje comGA-gfp smo zaznali 
že po drugi uri inkubacije pri planktonski in statični kulturi. V tej časovni točki je delež 
celic, ki izražajo comGA-gfp enak pri planktonski kulturi in biofilmu (p=0,8). Tako hitro 
izražanje kompetenčnih genov lahko nakazuje tudi na to, da smo majhen delež 
kompetentnih celic prenesli že iz prekonočne kulture, čeprav je to manjša verjetnost, saj je 
znano, da je kompetenca v gojišču LB zelo nizka in da je vedno prehodnega značaja. Po 
štirih urah inkubacije je bil delež fluorescenčnih comGA-gfp signifikantno višji v 
planktonski kulturi kot v biofilmu (p=0,03). Ta podatek se ne sklada z našo hipotezo, da je 
transformacija uspešnejša v biofilmu, saj opazimo, da pride do izmenjave DNA preden se 
biofilm formira. V gojišču MSgg biofilm torej ne vpliva na frekvenco transformacije v 
začetnem stadiju rasti kulture. V poznejših časovnih točkah pa so bili deleži celic z 
aktivnim comGA primerljivi v stresani in statični kulturi. Preko spremljanja izražanja 
poznih kompetenčnih genov ne moremo pojasniti, zakaj je bila frekvenca izmenjave DNA 
v biofilmu po 24 urni inkubaciji višja kot v planktonski kulturi in razloge bo potrebno 
iskati drugje. Morda se v biofilmu ohrani večje število transformant kot v stresani kulturi, 
kjer morda lizirajo; lahko, da je v statični kulturi čas, ko so celice ujete v kompetenčnem 
stanju in ne rastejo, krajši in se zato namnožijo do višjega števila, lahko pa da je res 
učinkovitost prenosa DNA višja v statični kulturi. Razlika je bila predvsem dramatična ob 
času 24 ur. 
 
Ena od našiih predpostavk je bila v statični kulturi lokalno povišana koncentracija eDNA, 
kar bi potem privedlo do učinkovitejše izmenjave DNA, vendar tega nismo potrdili. 
Koncentracija eDNA v izrabljenih gojiščih je bila izjemno nizka (20-40 ng/ml); v 
izrabljenem gojišču biofilma je bila le ~0,6-krat višja od koncentracije eDNA kot v 
izrabljenem gojišču planktonske kulture (p=0,1) (Slika 12). eDNA je znana komponenta 
zunajceličnih polimerov (Dogsa in sod., 2013), vendar pri bakteriji B. subtilis ni povsem 
znano kako celice eDNA aktivno izločajo in ali je ta posledica lize subpopulacije celic. 
Tukaj bi bil mogoče primernejši poskus, kjer bi dodali eDNA h kokulturi A+B. Težava bi 
se pojavila, ker ne vemo za kaj bi se ta DNA uporabila tekom celične rasti. Celica lahko 
uporabi DNA kot vir hranil (jo razgradi), jo uporabi kot matrico za popravilo, kot vir novih 
genetskih informacij (Redfield, 1993) ali kot gradnik za tvorbo biofilma. S tako 
zasnovanim poskusom bi pridobili informacijo ali se število transformant razlikuje glede 
na način gojenja, vendar nam pa ne more podati kvantitativne informacije ali določena 
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količina dodane DNA premosorazmerno vpliva na zvišanje transformacije. Pri bakteriji 
Campylobacter jejuni so pokazali, da z DNAzo I razgradijo eDNA v bofilmu in posledično 
zmanjšajo frekvenco transformant (Bae in sod.,2014). Naši rezultati so pokazali, da dodana 
DNAza ne vpliva na frakcijo eDNA; niti v stresani, niti v statični kulturi. Obstaja 
verjetnost, da ni bilo opaziti vpliva dodane DNAze, ker so tekom inkubacije ekstracelularni 
encimi razgradili DNAzo preden bi lahko le-ta razgradila DNA. Na to je opozoril že 
Whitchurch s sodelavci (Whitchurch in sod., 2002). Poskusi na biofilmih bakterije 
Pseudomonas aeruginosa so pokazali, da dodatek DNAze I h kulturi vpliva na razvoj 
biofilma, ne pa tudi na bakterijsko rast. Biofilmom, ki so bili stari 12, 36 in 60 ur so dodali  
DNAzo I in ugotovili, da se biofilm razgradi, medtem ko je bil bioflm star 84 ur neodziven 
na DNAzo. Predvidevajo, da zreli biofilmi izločajo snovi, ki utrdijo biofilm oziroma, da 
izločajo proteolitične eksoencime, ki inaktivirajo DNAzo (Whitchurch in sod., 2002). 
Četudi nismo opazili vpliva DNAze na koncentracijo eDNA kokulture A+B smo opazili, 
da je število transformant v prisotnosti DNAze bolj upadlo v biofilmu kot v planktonski 
kulturi (p1U=0,35).  
 
Naloga pušča odprtih še kar nekaj vprašanj. Pri preverjanju modelnega sistema bi fenotip 
biofilma preverjala v 24-well mikrotitrskih ploščah, saj je rokovanje z njimi enostavnejše. 
V podobnih ploščah in s primernim čitalcem bi spremljala tudi izražanje poznih 
kompetenčnih genov on-line. V tem primeru bi moral čitalec zagotavljati konstantno 
temperaturo gojenja ter stresanje v primeru stresane kulture. Pri tem pristopu bi bilo 
potrebno upoštevati, da je zaradi zmanjšanja volumna gojenja, vpliv notranjih tokov hranil 
in sil na celice drugačen, kot v našem primeru, ko smo uporabili stekleničke z rilčki. Pri 
delu z biofilmi bi upoštevala, da se kot biofilm šteje le na gojišču plavajoča kompaktna 
struktura. V poskusih smo namreč uporabljali tudi izrabljeno gojišče, ki pa je polno celic, 
ki so se sprostile iz biofilma. Rezultati pridobljeni na ta način se torej nanašajo na 
celokupno število celic v statični kulturi, tudi tistih, ki niso vključene v biofilm. Poleg tega 
smo pokazali, da do izmenjave DNA pride preden se celice vključijo v biofilm, kar 
pomeni, da je ključno vprašanje ali do izmenjave DNA v biofilmu sploh prihaja. Kasnejši 
poskusi  so pokazali  (magistrska naloga Tadeja Marin, neobjavljeno), da celice v biofilmu 
bakteriji B. subtilis niso več kompetentne, kar pomeni, da hipoteza, ki smo jo postavili ni 
smiselna oziroma so jo kasnejši eksprimenti ovrgli. Dejstvo je tudi, da je transformacija v 
MSgg zelo nizka, kar naredi opažene razlike vprašljive. 
 
Gojitvena metoda določanja CFU na ploščah z gojiščem je zastarela in nam postreže z 
veliko napako. Uporabila bi mikroskopiranje ter obdelavo slik s primernim programom 
oziroma štetje celic v reprezentativnem vzorcu, v primerih, ko ta pristop lahko nadomesti 
metodo določanja CFU. 
 
Rezultati kažejo, da je bila predpostavljena hipoteza, da bo do razvoja kompetence in 
izmenjave DNA prišlo prej v biofilmu kot pri planktonski kulturi napačna. V nalogi te 
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predpostavke nismo mogli potrditi ali ovreči. Eksperiment sledenja prepisa kompetenčnih 
genov je pokazal, da pride do aktivacije promotorja za prepis kompetenčnih genov že po 4-
ih urah inkubacije in v večjem obsegu v planktonski kulturi kot pri biofilmu, medtem ko so 
poskusi z metodo določanja CFU pokazali ravno obratno.  
 
5.2 SKLEPI 
 Frekvenca izmenjave DNA med sevi bakterije Bacillus subtilis A(spec) in B(cat) je 
signifikantno višja v statični kulturi kot v planktonski kulturi po 24-urah inkubacije 
v gojišču MSgg pri 37 °C (p24 ur =0,002). 
 Izmenjava DNA v gojišču MSgg je med sevoma A in B zelo nizka. Transformante 
v kokulturi se pojavijo že med 3. in 5. uro inkubacije. Frekvenca transformacije je 
maksimalna v statični in stresani kulturi že po petih urah inkubacije in je v statični 
kokulturi višja kot v stresani kokulturi. Po 24-urah je frekvenca transformacij 
izrazito višja v statični kot v planktonski kulturi (p24 ur =0,013). 
 Do izražanja comGA-gfp pride že po drugi uri inkubacije pri 37 °C pri planktonski 
in statični kulturi. Po štirih urah inkubacije je bil delež fluorescenčnih comGA-gfp 
signifikantno višji v planktonski kulturi kot v biofilmu (p=0,03), vendar se v 
poznejših časovnih točkah ta razlika izenači.  
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V prvem delu naloge smo potrdili, da je izbran model ustrezen za preučevanje kompetence 
bakterije B. subtilis v biofilmu. V drugem delu smo se osredotočili na preverjanje hipoteze, 
da je transformacija uspešnejša v biofilmu kot v planktonski kutluri bakterije B. subtilis.  
 
Po 24 urni kokultivaciji sevov A(spec) in B(cat) smo pokazali, da je frekvenca 
transformant v planktonski kulturi in biofilmu signifikantno različna (p=0,002). Ugotovili 
smo, da pride do izmenjave DNA med modelnima sevoma že po tretji uri inkubacije na 
37°C v biofilm spodbujajočem minimalnem gojišču (gojišče MSgg). Preko izražanja 
kompetenčnih genov smo primerjali časoven razvoj kompetence v biofilmu in stresani 
kulturi. Ugotovili smo, da pride do izmenjave DNA že v nekaj urah po inokulaciji 
kokulture v gojišče MSgg, kar je v nasprotju s hipotezo, da je izmenjava DNA v biofilmu 
učinkovitejša zaradi konstantnosti okolja, ki ga ta nudi, saj v tem času biofilm še ni 
formiran. S spremljanjem izražanja poznih kompetenčnih genov preko konstrukta comGA-
gfp v različnih časovnih točkah smo ugotovili, da je bil po štirih urah inkubacije delež 
kompetentnih celic signifikantno višji v planktonski kulturi, kot v biofilmu (p=0,03), 
vendar se je razlika v deležu kompetentnih celic po 24 urah inkubacije zmanjšala. S 
spremljanjem izražanja kompetenčnih genov smo ugotovili, da izražanje omenjenih genov 
po 24 urah kokultivacije, v stresani in planktonski kulturi ni različno. Ob dodatku DNAze 
v gojišče smo pokazali, da ta ne vpliva na koncetracijo eDNA. V nasprotju pa smo opazili, 
da DNAza zniža število transfomant v biofilmu v primerjavi s kontrolo (p1U=0,20), 
medtem ko so v planktonski kulturi bile razlike v prisotnosti oziroma odstotnosti DNAze 
manj očitne (p1U=0,39). 
 
Z metodo določanja CFU smo pokazali, da je vstop DNA v biofilmu bakterije B. subtilis 
uspešnejši po 24 urah inkubacije, kot vstop DNA v planktonsko kulturo, medtem ko smo z 
metodo spremljanja aktivacije kompetenčnih genov s pomočjo fluorescenčne mikroskopije 
pokazali, da razlika v deležu kompetentnih celic po 24 urni kokultivaciji ni signifikantna. 
 
V prihodnosti bodo zato potrebne dodatne raziskave, ki bodo podale odgovore na 
vprašanje v kakšnem načinu rasti, planktonska ali statična kultura, je izmenjava DNA 
uspešnejša. V kolikor bi se ponovno lotila iskanja odgovora za omenjeno vprašanje, bi k 
problemu raje pristopila z metodo fluorescenčne mikroskopije, saj mislim, da je metoda 
določanja CFU časovno preveč potratna in poda rezultate z visoko napako. Prav tako bi 
izboljšala sam pristop k problemu; več časa bi namenila načrtovanju poskusov, saj mislim, 
da bi lahko nalogo pripravila na boljšem nivoju, če bi se sitematično lotila reševanja 
problema.  
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